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Tama keksintfi koskee menetelmaa kemiallisten analyysien annostelu- 
ja mittaustarkkuuden parantamiseksi suoritettaessa yksi analyysi tai 
useita perattaisia tai rinnakkaisia analyyseja, joissa naytteita ja 
reagenssia tai reagensseja sisaitavien reaktioseosten mittaus suori- 
tetaan yksi- tai monikanavaisessa valo-optisessa mittalaitteessa, 
kuten esimerkiksi fotometrissS , spektrofotometrissa, f luorometrissa 
tai nefelometrissa tai muulla sopivalla mittausperiaatteella mittaa- 
vassa mittalaitteessa. 

Absorbtiofotometria, spektrof otometria, nefelometria ja fluoromet- 
ria ovat yleisesti kaytettyja mittaustapoja laboratorioissa . Nai- 
hin mittaustapoihin sisaityy runsaasti erilaisia virheita, joista 
kirjallisuudessa on monia raportteja (esim. Clin. Chem. , 19, 832, 
1973, 20, 1028, 1974 ja 21, 2*19, 1975). 

Em. mittaustapoja on kehitetty yha paremmiksi, jolloin mittaus si- 
nansa voidaan tehda tarkasti. Samoin laitteet ovat kehittyneet yha 
automaattisemmiksi ja mittatulosten kasittelya on automatisoitu 
(Anal. Chem., 661, 1976). 

Edelleen suurena ongelmana on naytteiden ja reagenssien siirto ja 
mittaus enen varsinaista analyysia. Samoin nesteen haihtuminen rea- 
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gensseista ja naytteista ennen mittausta ja sen kuluessa aiheuttavat 
suuria ongelmia, jotka ovat saaneet vain vahSn huomiota osakseen. 

Nykyisin naytteet ja reagenssit pipetoidaan joko manuellisti tai au- 
tomaattisesti. Pitepoihti perustuu tilavuuden mittaamiseen . Pipe- 
toinnin tarkkuus on nykyisellaan tavallisimmin l ui:n luokkaa ja 
usein huonompi (Clin. Chem., 20, 320, 1974). 

Pipetointituloksen tarkistaminen (feedback informaation saaminen) ei 
luonnollisesti ole mahdollista ja tallOin joudutaan luottamaan sii- 
hen, etta pipetointilaite on toiminut joka kerta oikein ja pipetoija 
on ollut aina yhta huolellinen. 

Kirjallisuudessa on kuvattu laitteisto, jossa tietokone ohjaa neste- 
annostelua. Tassa jarjestelmassa painoanturi rekisterBi painot an- 
nosteltaville nesteille ja painoanturi on yhteydessa tietokoneen 
kautta neateannostelijaan, jossa annosteltavat maarat voidaan ohjata 
halutun suuruisiksi 1,0 mg tarkkuudella (Anal. Chem., U8 t 661, 1976). 
Kuvatussa jarjestelmassa ei ole kyetty ratkaisemaan nesteiden haih- 
t umi s onge lmaa . 

Alussa esitetyissa mittauksissa naytteet, reagenssit ja reaktioseok- 
set (nayte + reagenssit) ovat yleensa vesiliuoksina tai -syspensioi- 
na, joiden ominaisuudet (kuten lampotila, pintajannitys , niissa ole- 
vien aineiden dif fuusiovakiot ja pitoisuudet) vaikuttavat veden 
haihtumiseen niista. Ymparistttolosuhteet (huoneen lampStila, suh- 
teellinen kosteus ja tuuletus) ja nSyte- tai reagenssiastian ominai- 
suudet (lapimitta, korkeus, tiiveys ja materiaali, joka vaikuttaa 
nestepinnan muotoon ja taten pinta-alaan) maaraavat myos, kuinka no- 
peasti nesteen haihtumista tapahtuu. Lisaksi nesteen haihtumiseen 
naytteista, reagensseista ja reaktioseoksista vaikuttaa suuresti se, 
minka tyyppinen ja miten rakennettu analyysilaitteisto on kaytetta- 
vissa seka kuinka kouliintuneita ja huolellisia naytteiden, reagens- 
sien ja reaktioseosten seka laitteistojen kasittelijat ovat. Nesteen 
(yleensa siis veden) haihtuminen nostaa liuoksien tai suspensioiden 
muiden aineiden pitoisuuksia ja prosentuaalisesti sita enemman, mi- 
ta vahemman nestetta astiassa alkuaan on ollut. 

Haihtumista analyysin eri vaiheissa ei siis voi jattaa huomiotta 
olettamalla, etta se on aina vakio ja vaikuttaa aina samalla taval- 
la esim. nayte- tai standardianalyyseissa . 
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Xskettain on kirjallisuudessa mm. esitetty, etta veden haihtuminen 
n&yteliuoksista avonaisissa astioissa aiheuttaa virheita analyysi- 
tulokseen jopa 25-50 % (Clin, Chem. , 21, 1907, 1975). 

Tutkimusta siita, kuinka paljon itse analyysin eri vaiheissa nayt- 
teiden, reagenssien ja nftista muodoatettavan reaktioseoksen haihtu- 
minen aiheuttavat virheita, ei ole vieia tehty. 

Preliminaariset kokeet osoittavat, etta tavallisimmin kaytetyista 
mittakyveteista (kyvetin aukon pinta-ala 1 cm 2 ) haihtuu reaktioseos 
ta noin 1 mg/min. Toisin sanoen, jos 1000 yl reaktioseosta preinku 
boidaan esim. 30 min, tana aikana haihtuu noin 30 mg (noin 3 % re- 
aktioseoksesta) aiheuttaen noin 3 %m virheen analyysin lopputulok- 
seen mitattaessa tavanomaisessa fotometrissa. 

Taman keksinniin mukaiselle menetelmaile on tunnusomaista seuraava 
sinansa tunnettujen vaiheiden yhdistelma: 

a) sopivimmin suljetussa tilassa sailytettavat naytteet ja reagens 
sit annostellaan pipetilia tai muulla tarkoitukseen soveltuvalla 
naytteiden tilavuuden mittaamiseen perustuvalla annosteli jalla sopi 
vimmin noin 1 \xl:n tarkkuudella mittauskoeputkistoon, -kyvettiin, 
-kyvetistBOn, erillisiin koeputkiin tai muihin astioihin, 

b) naytteiden painon maarittamiseksi vahintaan 0,1 mg:n tarkkuudel 
la kukin mittauskoeputki punnitaan ennen naytteen annosteiua siihen 
ja naytteen kanssa vaiittfimasti annostelun jaikeen ja kukin mittaus 
putkisto tai -kyvetistiJ punnitaan vastaavasti ennen naytteen annos- 
teiua ja taman jaikeen naytteineen aina kunkin siihen annostellun 
yksittaisen naytteen jaikeen, 

c) tarvittaessa reagenssin tai reagenssien painon maarittamiseksi 
vahintaan 0,1 mg:n tarkkuudella suoritetaan mittauskoeputken, koe- 
putkiston tai -kyvetistOn punnitus vaiittOmasti aina ennen kunkin 
yksittaisen reagens simaaran annosteiua ja vaiittfimasti aina kunkin 
yksittaisen reagens simaaran annostelun jaikeen, 

d) naytteiden ja mahdolliset reagenssien punnitustulokset siirre- 
taan punnituslaitteeseen ja mittalaitteeseen liitetyn tulostimen 
muistiin, 

e) reaktioseosten mittaus suoritetaan pystymittausperiaatteella, 
jolloin mittaussade kulkee koeputken tai kyvetin pituusakselin suun 
nassa, ja 

f) punnitustulokset liitetaan reaktioseosten mittaustuloksiin tu- 
lostimen laskenta-automatiikan ohjelman avulla, joka laskee analyy- 
situloksen haluttuina yksikkttina. 
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KeksinnSn mukaisella menetelmaiia on ratkaistu em. ongelmat, jotka 
aiheutuvat reagenssien ja naytteiden pipetoinnin epatarkkuudesta ja 
annostelun feedback informaation puuttumisesta seka reagenssien ja 
naytteiden haihtumisesta joko ennen analyysia tai sen aikana. 

Markkinoilla ei ole esimerkiksi entsyymi- tai kolorimetrianalysaat- 
toria, jossa nayteannostelut tehtaisiin "karkeasti" pipetoiden ja 
nain pipetoidut maarat punnitaan ja punnitustulokset otettaisiin 
huomioon analyysitulosta laskettaessa. 

Nykyisin paastaan helposti noin 0,1 mg:n punnitsemistarkkuuteen , kun 
taas pipetoimalla tarkkuus on 1,0 ul:n luokkaa (noin 1,0 mg). Tarve 
pipetoida alle 1 yl:n naytemaara on lisaantymassa etenkin naytteita 
ja reagensseja saastavissa seka yha enemman kayttfittn tulevissa mik- 
romenetelmissa. Naiden mikromenetelmien kehittymisen ja kayttOttn- 
oton esteena on ollut suuressa maarin ja tulee olemaan pipetoinnin 
suuri epatarkkuus pienilia naytetilavuuksilla . Suuren viskositeetin 
omaavia nesteita tai kiinteita aineita ei luonnollisesti voida pipe- 
toida. 

Taman keksinnOn mukaisen menetelman soveltaminen esim. 
parantaa analyysitarkkuutta 

- lisaa analyysin kontrollointimahdollisuutta (feedback informaatio) 

- mahdollistaa uusien, kuten ELISA ja EMIT, analyysimenetelmien no- 
pean kehittymisen ja kayttOOnoton 

- mahdollistaa vanhojen makromenetelmien muuttamisen mikromenetel- 
miksi 

mahdollistaa monien maaritysten, kuten jyvan proteiinipitoisuuden 
maarittaminen, kayttamisen screening-mikromenetelmana 
vahentaa kontrollianalyysien tarvetta 

- parantaa tySviihty vyytta ja luottamusta analyysimenetelmiin 
vahentaa henkilSkunnantarvetta 

jne. 

Keksintaa selostetaan lahemmin seuraavassa viitaten oheiseen piirus- 
tukseen, jossa kuva 1 esittaa perspektiivikuvana kaaviollisesti kek- 
sinnOn mukaisessa menetelmassa sovellettavaa optista jarjestelmaa ja 
kuva 2 esittaa suuremmassa mittakaavassa menetelmassa kaytettavaa 
kyvetistea. 

Piirustuksessa on viitenumerolla 1 merkitty detektoreita, numerolla 
2 linsseja ja numerolla 3 kyvetistaa, jossa on yhdeksan kyvettia 11. 
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KyveteissSL on naytetta 4. Kuituoptiikka 5 johtaa suodatt imelta 6 
tulevan valon kyvettien ISLpi. Valoniahteena on lamppu 10, jolt a tu- 
levaa valoa katkotaan rei f itetyn levyn 9 avulla ja johdetaan lins- 
sien 7 ja suodattimen 6 kautta kuituoptiikalle 5. 

KyvetistOssa 3 on yhdeksan tasaisella optisella ikkunalla 12 varus- 
tettua kyvettia 11. Ikkuna 12 on suojattu reunuksella 13. Kyvetis- 
t5ssa on lisaksi identifiointia varten lovi 14. 

Seuraavassa selostetaan er&st& sovellutusesimerkkia keksinnttn mukai- 
sesta menetelmasta: 

1. ) Naytteet ja reagenssit sailytetaan kansilevylia varustetussa 

koeputkistossa. Koeputkisto sisaitaa yhdeksan erillista putkea, 
jotka ovat kiinteasti tai irrotettavasti maaraetaisyyksilia 
kannatinlevyssa ja jokainen putki voidaan erikseen sulkea kan- 
silevyssa olevalla tulpalla. Ennen analyysia naytteet tai rea- 
genssit eivat paase haihtumaan emistaan koeputkiston yhdeksasta 
putkesta. 

2. ) Naytteet pipetoidaan perakkain koeputkistosta toisen koeputkis- 

ton putkiin, kyvetistfifin tai erillisiin putkiin. Jokaisen pi- 
petoinnin jaikeen punnitaan pipetoitu maara ja punnitustulos 
siirretaan tulostimen muistiin. 

Kuten aikaisemmin esitetysta selviaa, nykyiseliaan pipetointi- 
tarkkuus on 1 yl:n (noin 1 mg) luokkaa, kun taas punnitseminen 
voidaan nykyisilia laitteilla suorittaa helposti 0,1 mg:n tark- 
kuudella (erikoisvaaoilla saavutetaan jopa 0,1 yg:n tarkkuus). 
Esim. 0,1 mg:n punnitustarkkuus on noin kymmenen kertaa parempi 
kuin 1,0 yl:n pipetointitarkkuus . Lisaksi, kun "karkeaa" nayt- 
teen pipetointia seuraa vieia tarkka punnitseminen, tarkkuuden 
lisaantymisen ohella punnitseminen antaa my6s feedback infor- 
maatiota pipetoinnin onnistumisesta. 

Korkean viskositeetin omaavat tai muuten vaikeasti pipetoitavis- 
8a olevat naytteet voidaan aina punnita tarkasti epatarkemman- 
i kin pipetoinnin jaikeen ja analyysin lopputulosta laskettaessa 
huomioidaan punnitustulos. Kiinteita naytteita ei luonnolli- 
sesti voida pipetoida, vaan ne on punnittava. 
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3.) Seka n&ytteiden etta reagenssien pipetointivirheet ja myiis nii- 
den haihtuminen reaktioseoksesta (nftyte + reagenssit) aiheutta- 
vat virheitS analyysitulokseen, jos mitataan kyvetissa, jossa 
mittaussade kulkee vaakasuorassa ensin toisen kyvetin seinaman, 
sitten mitattavan nesteen ja lopuksi toisen kyvetin seinaman 
lapi detektorille ( vaakamittausperiaate ) . TailOin absorbanssi 
voidaan laskea Beer* in laista 

A = c*l*c (1) 

A = absorbanssi (log Io/I) 

e = molaarinen absorptiviteetti 

1 = valotien pituus (kyvetin seinamien etaisyys toisistaan) 
c = absorboivan aineen pitoisuus 

Tailttin yhtaiSsta havaitaan, etta jos reaktioseosta haihtuu, 
absorboivan aineen pitoisuus (c) kasvaa ja aiheuttaa virheen 
absorbanssiin (A). Samoin naytteen tai reagenssin pipetointi- 
virheet aiheuttavat pitoisuuteen (c) ja samalla lopputulokseen 
virheen. 

Sitavastoin, jos mitataan pystymittausperiaatteella, mittaussa- 
de kulkee tasapaksun, esim. sylinterimaisen kyvetin pituusakse- 
lin suunnassa, ensin kyvetin pohjan (optinen ikkuna) lapi, sit- 
ten kyvetissa olevan nesteen ja sen vapaan pinnan kautta detek- 
torille (sateen painvastainen kulku on myOs mahdollinen: ensin 
vapaan nestepinnan ja nesteen kautta ja sitten kyvetin optisen 
ikkunan kautta detektorille), Kuvassa 1 on eras esimerkki pys- 
tymittausperiaatteella varustetun absorbtiof otometrin optiikas- 
ta, Kuvassa 2 on esitettyna analysaattorissa kaytettava kyve- 
tisttt, jossa kannatinlevyssa on kiinteasti yhdeksan kyvettia 
maaraetaisyyksin. Pluorometriassa filtterin tai monokromaatto- 
rin kautta tullut primaarisade (eksitaatio) voi kulkea pystysuo- 
rassa ja sekundaarisade (emissio) nesteesta kyvetin pystyseina- 
man lapi vaakasuorassa filtterin tai monokromaattorin kautta 
detektorille tai painvastaisessa suunnassa. 

Beer 1 in laki voidaan johtaa seuraavaan muotoon. 

Beer' in laki 

A = e • 1 • c 



BNSDOCID: <FI 57844C_L> 



7 



57844 



voidaan muuntaa huomioimalla, etta 
c = v ja 1 = a * J° issa 

m = absorboivan aineen massa (ymol), joka on analysoitavan 

aineen massa kyvetissa 
v = reaktioseoksen tilavuus kyvetissa, ml 

a = kyvetin pohjapinta-ala (= 0,750 ± 0,002 cm 2 kuvan 2 mu- 
kaisessa kyvetistfissft) 

yhtaiamuotoon 

A = | • m (2) 

a 

Analyyseissa, joisaa ei kayteta hyvaksi mitattavan aineen rao- 
laarista absorbtiviteettia (e), vaan mittauaarvoja verrataan 
standardikayrien antaraiin mittausarvoihin, voidaan standardi- 
kuvaaja ilmaista muodossa 

A = f (m) (3) 

Yleensa kuitenkin mitataan alueella, missa standardikayra on 
lineaarinen. TallOin, jos standardisuoran kulmakerrointa mer- 
kitaan k:lla', yhtalB aaa muodon 

A = k • ra CO 

Tyoskentelykerroin (working coefficient) e/a tai kulmakerroin 
k voidaan maarittaa kullekin analyysimenetelmalle erikseen ja 
ne ovat myos kaytannossa laitekohtaisia vakioita. 

Yhtalosta 

absorbanasi = vakio x mitattavan aineen massa 
havaitaan, etta absorbanssi on vain riippuvainen kyvetissa ole- 
van mitattavan aineen massasta (m). Mitattaessa pystymittaus- 
periaatteella kyvetissa olevan mitattavan aineen pitoisuus (c) 
ei siis vaikuta absorbanssiin ja sita kautta lopputulokseen. 
Kun kyvetista tapahtuu veden haihtumista, mitattavan aineen pi- 
toisuus (c) kasvaa, mutta massa (m) pysyy muuttumattomana . 

Veden haihtuminen reaktioseoksesta analyysin aikana ei siis ai- 
heuta virhetta mitattaessa pystymit tausperiaatteella mittau3sa- 
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teen suunnassa tasapaksussa kyvetissS, jossa veden haihtuminen 
lyhentaa valotien pituutta reaktioseoksessa ja tama valotien ly- 
heneminen lisaa samassa suhteessa mitattavan aineen pitoisuutta 
(vrt. yhtai65n A = e*l*c, jossa e = vakio, 1 = valotien pituus 
ja c = mitattavan aineen pitoisuus). 

Kun reaktioseosta valmistettaessa reagenssien pipetoinnissa on 
tullut virheita, niin reaktioseoksessa mitattavan aineen pitoi- 
suuteen tulee virhe, mitattavan aineen massa (m) sitavastoin 
sailyy muuttumattomana kyvetissa. Tailttin kun mitataan pysty- 
mittausperiaatteella, mittausaallonpituudella ei-absorboivien 
reagenssien pipetointivirheet kompensoituvat ja nain ollen ei- 
vat aiheuta virhetta lopputulokseen. 

Kun reaktioseoksesta (nayte + reagenssit) haihtuu vetta analyy- 
sin eri vaiheissa, esira. sentrif ugaation, preinkubaation, odo- 
tusten ja mittausten aikana, reaktioseoksessa mitattavan aineen 
pitoisuus (c) kasvaa ja jaileen sen massa (m) pysyy muuttumatto- 
mana. Pystymittausabsorptiofotometrissa (kuten muissakin pysty- 
mittausperiaatteella varustetuissa em. laitteissa) tamakin vir- 
he kompensoituu, koska siina mitataan liuoksessa olevan, mitat- 
tavan aineen massaa (m) . Samasta syysta mitattaessa pystymit- 
tausperiaatteella, kompensoituvat myOs haihtumisesta johtuvat 
reagenssien pitoisuuksien muutokset. 

Seuraavassa esitetaan yhteenvetona parannukset , jotka saavutetaan 
edelia kuvatussa sovellutusesimerkissa: 

1. ) Kansilevylia varustetusta koeputkistosta vesi ei paase haihtu- 

maan naytteista, jolloin vaitytaan jopa 25-50 % virheelta- arta- 
lyysin lopputulokseen. Samoin estetaan veden haihtuminen rea- 
gensseista. 

2. ) Naytteet voidaan mitata punnitsemalla esim. kymmenen kertaa tar- 

kemmin kuin pipetoimalla ja samalla saadaan feedback informaa- 
tiota pipetoinnin onnistumisesta . 

Etenkin pienet naytemaarat, esim. alle 20 yl (noin 20 mg) , voi- 
daan annostella esim. 0,1 mg tarkkuudella . Fluorometrisissa 
mittauksissa, joissa herkkyys saattaa olla 10 5 -(10 l1 ) kertaa 
suurempi kuin fotometrisissa mit tauksissa , naytetta voidaan 
usein tarvita esim. vain 1 yl, jolloin naytteen punnitseminen 
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on vaittamatOnta, jotta vaitytaan liian suurelta virheelta lop- 
putuloksessa (1 yl:n suuruista nflytetta pipetoitaessa virhe voi 
olla yli 50 56). 

3. ) Jos nayte on kiintea tai muuten vaikeasti pipetoitavissa , nayt- 

teen punnitseminen on ainoa ratkaisu sen tarkkaan annosteluun. 
Analyysin lopputulosta laskettaessa tassakin otetaan huomioon 
laskimessa laitteen antama mittalukema ja naytteen punnitustu- 
los . Nain voidaan toimia, kun maaritetaan esim. jyvan proteii- 
nipitoisuutta DBC-menetelmaiia (J. Biol, Chem. , 154, 239, 1944, 
Cereal Chem., 33, 190, 1956, J. Sci. Pood Agric, 10, 425, 1959, 
Brit. J. Nutr., 18, 537, 1964 , Curr . Sci . , 38, 330, 1969 ja 
IAEA-PL-570/17, 145, 1975). 

4. ) Mittausaallonpituudella ei-absorboivien reagenssien pipetointi- 

virheet (usein 1-5 SO eivat aiheuta virhetta lopputulokseen mi- 
tat taessa pystymittausperiaatteella. Mittausaallonpituudella 
absorboivat reagenssit voidaan tarvittaessa myiis punnita pipe- 
toinnin jaikeen. 

5. ) Reaktioseoksesta nesteen haihtuminen analyysin eri vaiheessa ei 

aiheuta virhetta lopputulokseen pystymittauksen ansiosta. Edel- 

ia kuvatuissa vaakamittausperiaatteella toimivissa laitteissa 

esim. 1,0 - 0,3 ml:n reaktioseoksesta haihtuminen analyysin ai- 

kana aiheuttaa noin 3 - 10 % virheen, jos analyysi vie aikaa 

p 

30 min ja kyvetin aukko on 1 cm . 

Tunnusomaista edelia kuvatulle menetelmakeksinnOlle siis on se, etta 

1. ) Nayte pipetoidaan ja punnitaan seka punnitustulos siirretaan 

laskimen muistiin. Kiinteat naytteet vain punnitaan. Saily- 
tykseen kaytetaan suljettua koeputkistoa. 

2. ) Reagenssit pipetoidaan ja tarvittaessa punnitaan seka punnitus- 

tulokset siirretaan laskimen muistiin, 

3. ) Reaktioseoksen (nayte + reagenssit) mittaus suoritetaan pysty- 

mittausperiaatteella, jossa 

absorbanssi = vakio x mitattavan aineen massa. 

Sama patee mytJs, vaikka mitattaisiin pystymittausperiaatteella 
esim. emissiota ( f luorometria) , sameutta (nefelometria) tai 
sakkaa (esim. vasta-aine- tai veriryhmamittaukset ) . Lisaksi 
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mittaukaet voivat olla tasapaino (end point)- tai kineettiaia 
(eaim. kineettinen entsyymimittaus) -mittauksia. 

4.) Laakentavaiheeaaa laakimen ohjelma ottaa muistista huomioon 

aeka mittatulokaen etta naytteen punnitustulokaen aeka tarvit- 
taessa myOa reagenaaien punnituatulokaet tuloataen analyyaiar- 
vot halutuikai ykaikoikai laakettuina. 

Luonnolliata on, etta edella kuvattua menetelmakekaintoa voidaan ao- 
veltaa manuelleiaaa ja aemi- tai tayaautomaattiaissa laitteistoiaaa, 
jotka liaakai voivat olla ykai- tai monikanavaiaia (auorittaa aaman- 
aikaiaesti uaeita aamoja, eri potilaiden analyyaeja tai aaman poti- 
laan uaeita eri analyyaeja). 

Kekainnon mukaiaesaa menetelmaaaa aeka punnitussy S teemi etta analyy- 
ailaite ovat liitettyna ohjelmoivaan tuloatimeen tai mikroproaeaao- 
riin, jolloin analyyaitulokaen laakentaan liittyy nSytteen paino 
(tarvittaeaaa myoa reagenaaien painot) ja lukema mittaualaitteeata, 
joka toimii pyatymittauaperiaatteella. 

Taman kekainnon mukaista menetelmaa voidaan myoa aoveltaa aiten, et- 
ta reagenaait liaataan kuiva-aineina, jolloin aaaatytaan liuoaten 
tekemiaelta. Uaein myos monet reagenaait liuokaina hajoavat nopeaa- 
ti, muuttavat orainaiauuksiaan tai alkavat kaavaa mikro-organiameja. 
Jos reagenaait voidaan liaata kuiva-aineina, tama aaaataa reagenasi- 
kulutuata, koaka yleenaa oaalla tehdyiata reagenaailiuokaiata on 
taipumus jaada kayttamatta tai vanhentua ja pilaantua. 

Koaka fluorometriaet mittaukaet ovat noin 1000 kertaa herkempia kuin 
kolorimetriaet mittaukaet, talloin fluorometriaaaa naytemaara yoi ol- 
la uaein vain milligramman oaia. Nykyiailla pipetointiayateemeilla 
nain pienien mflarien tarkka annoatelu on mahdotonta. Taasakin nayt- 
teen "epatarkka" pipetointi ja aita aeuraava punnitseminen seka pun- 
nitustulokaen huomioiminen analyyain lopputuloata laskettaessa oliai 
ratkaiau, joka parantaiai erittain paljon analyyaitarkkuutta. 

Saraoin moniaaa immunomaaritykaisaa, kuten RIA (radioimmunoassay), 
ELISA (enzyme linked immunosorbent aaaay) ja EMIT (enzyme multiple 
immunoaaaay technique), herkkyya on hyvin auuri , jolloin naytteen 
maaran taytyy olla muutama milligramma tai milligramman osia. Naiden- 
kin maaritysten tarkkuuden ja kayttokelpoisuuden esteena on suureksi 
osaksi suuri epatarkkuus pienen naytemaaran ja joskus my6s reagens- 
sien annostelussa. 
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KeksinnSn mukaista menetelmaa on mahdollista soveltaa myfis esirrw 
kromatografiamenetelmissa, joissa kromatograf iapylvaaseen (seuin 
mikropylvSs tai -pylvaita) asetetaan pipetoitu ja sen jaikeen tar- 
kasti punnittu maara tiettya aineseosta. Praktioinnissa aineosaset 
voidaan kerata esim. yhdeksan pylvaan ryhmasta kyvetistOttn tai koe- 
putkistoon. Kyvetistttihin keratyt fraktiot voidaan mitata esim* 
pystymittausfotometrissa. Tassakin jarjestelmassa naytteet on voitu 
punnita tarkasti ja fraktioiden keraysten aikana veden haihtuminen 
fraktioista ei aiheuta lopputuloksiin virheita mitattaessa pystymit- 
tausperiaatteella. 

MySs edelia kuvatuissa jarjestelmissa "karkeast i" pipetoidut nayte- 
maarat punnitaan ( tarvittaessa punnittaan myOs pipetoidut reagenssit 
tai kiinteat aineet yksinomaan punnitaan) ja reaktioseos mitataan 
pystymittausperiaatteella toimivassa laitteistossa . 

Tama keksinnSn mukainen jarjestely voidaan toteuttaa kasikayttttisis- 
sa, puoli- tai taysautomaattisissa laitteistoissa. Tulostusvaiheessa 
otetaan huomioon naytteesta saatu punnitustulos (tarvittaessa myfis 
reagensseista) ja se liitetaan tulostuksessa pystymittausperiaatteel- 
la toimivan mittalaitteen antamaan mittalukemaan. Tulostuksen auto- 
maatioaste voi olla kasikaytt&isesta taysin automaattiseen. Jarjes- 
telmaan on mySs helppo liittaa tarvittavat naytteiden identifikaa- 
tiolaitteet . 

Patenttivaatimus 

Menetelma kemiallisten analyysien annostelu- ja mittaustarkkuuden 
parantamiseksi suoritettaessa yksi analyysi tai useita perattaisia 
tai rinnakkaisia analyyseja, joissa naytteita ja reagenssia tai rea- 
gensseja sisaitavien reaktioseosten mittaus suoritetaan yksi- tai 
monikanavaisessa valo-optisessa mittalaitteessa 3 kuten esimerkiksi 
fotometrissa, spektrofotometrissa , f luorometrissa tai nefelometris- 
sa tai muulla sopivalla mittausperiaatteella mittaavassa mittalait- 
teessa, tunnettu seuraavasta sinansa tunnettujen vaihei- 
den yhdistelmasta, 

a) sopivimmin suljetussa tilassa sailytettavat naytteet ja reagens- 
sit annostellaan pipetilia tai muulla tarkoitukseen soveltuvalla 
naytteiden tilavuuden mittaamiseen perustuvalla annos telijalla sopi- 
vimmin noin 1 pl:n tarkkuudella mit tauskoeputkistoon , -kyvettiin, 
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-kyvetistOon, erillisiin koeputkiin tai muihin astioihin, 

b) naytteiden painon maarittamiseksi vahintaan 0,1 mg:n tarkkuudel- 
la kukin mittauskoeputki punnitaan ennen naytteen annostelua siihen 
ja naytteen kanssa valittSmasti annostelun jalkeen ja kukin mittausr 
putkisto tai -kyvetistS punnitaan vastaavasti ennen naytteen annos- 
telua ja taraan jalkeen naytteineen aina kunkin siihen annostellun 
yksittaisen naytteen jalkeen, 

c) tarvittaessa reagenssin tai reagenssien painon maarittamiseksi 
vShintaan 0,1 mg:n tarkkuudella suoritetaan mittauskoeputken , koe- 
putkiston tai -kyvetistSn punnitus valittSmasti aina ennen kunkin 
yksittaisen reagenssimaaran annostelua ja valittSmasti aina kunkin 
yksittaisen reagenssimaaran annostelun jalkeen, 

d) naytteiden ja mahdolliset reagenssien punnitustulokset siirre- 
taan punnitulsiatteeseen ja mittalaitteeseen liitetyn tulostimen 
muistiin, 

e) reaktioseosten mittaus suoritetaan pystymittausperiaatteella, 
jolloin mittaussade kulkee koeputken tai kyvetin pituusakselin suun- 
nassa, ja 

f) punnitustulokset liitetaan reaktioseosten mittaustuloksiin tu- 
lostimen laskenta-automatiikan ohjelman avulla, joka laskee analyy- 
situloksen haluttuina yksikkoina. 
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FIG. 2 



